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論文内容の要旨
[目的]アクリジン系色素であるプロフラビン (3，6-diaminoacridinりを用いて蛍光顕微鏡およびフロ
ーサイトメトリーの両者に白血球分頬および網赤血球算定を応用することを目的としたυ
[方法](1)0.00001%プロフラピン等張液O.lmLをEDTA加採血の全血 1mLに添加し 1分間撹梓後，ただち
に蛍光顕微鏡により観察したの (2)白血球分類では無作為に抽出した50例の血液検体を対象とし予め赤血
球を溶血処理した。溶刷処理した検体を2分間100XgにてJ遠心分離し、得られた沈消O.5mLに対して0.00001
%プロフラビン等張波1mLを添加後.フローサイトメーターCytoronAbsolute (オーソ)にて測定した。
網亦血隊算定では.無作為に楠山した20例の検体を刻象とし.全血10mLに対し 0.00001%プロフラピン等
張液2mLを撹伴後.フローサイトメータ-EpicsEl i tc(コールター)にて測定した。 (3)自動血球計数装置
NE-8000C東覇)で測定したリンパ球比率，単球比率，頼粒球比率の測定杭およひー自動網亦血球測定装置
R-3000(点制)の測定値を対照として本法のiF.Dff.性を検討した。測定に用いたプロフラビン溶液はpH7.4に
調整し 25"Cにて観察測定に供した3
[結史](1)蛍光顕微鏡卜で. (1血球の諸細胞の核分両は緑黄色の蛍光を示し細胞内の核・核小体・頼
粒等の識別が可能であり， リンパ球・単球・頼粒球の同定を行いえた。網赤IfJl}Jj(は網状構造物がオレンジ
色の?せたを発する特異的網状構造を示したο(2iフローサイトメーターを用いた白向球分類では，サイトグ
ラム上に大きく 3つの集団を認めそれぞれ分両比半は対照機誌で測定したりンパ球比率・単球比率・頼粒
球比苧と高い相関性 (r~O. 924.r~0.668. r-0.827)を認めた。網赤血球算定では，サイトグラム上で網亦血
球は成熟赤即球とは分布位置が異なっており，その分画比半は対照機器で得られた測定値と高い相関性を
認めた (r=0.984)ひ
[結語]プロフラビンの血球染色への応用を試みたところ，白血球の細胞内骸構造および綱赤血球の網
状構造が蛍光顕微鏡で同一視野内にて識別できたコ細胞染色は微量の蛍光色素で週速に行うことが可能で
あり.顕微鏡的解析に適するものと考えられた。さらに，フローサイトメトリーで求めた(1血球分類舶お
よび網亦Ifl球数は対照機器による測定例と高い相関性を示し正位な測定値を促供しうるものと考えられ
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論文審査の結果の要旨
近年.D河A.RNA特異的蛍光色素でもって白向球と網亦I血球を細胞染色し，フローサイトメトリーにより
細胞分類を行うT法が背投してきている。しかしそこで用いられる蛍光色素には蛍光顕微鏡的解析に適
するものは少なかった。本研究はアクリジン系色素であるブロフラビン(3.6-diaminoacridinc)を附いて.
白血球と制赤血球を同時に染色し蛍光顕微鏡的解析及びフローサイトメトリーによる測定の両者に応用で
きる分析法の開発を目的としたものであるの本研究に先だって 100稀以上の蛍光色素から染色試験を実施
しプロフラピンが抽出された。
0.00001%プロフラビン等張食塩水をpH7.4に調製し以下の検討が行われた。まず色素液に全血を加え
染色後i立ちに蛍光顕微鏡により観察したじ白血球の核，頼粒は緑黄-色の染色性を示し，形態学的に亜分類
がI可能であった。網赤血球は細胞質にオレンジ色の網状構造物を含有する細胞として観察された。次に，
白剛球亜分類をフローサイトメトリーCytoronAbsolute (オーソ)により行った (n=50)。対照として.
自動l血球計数機NE-8000(東部)で伺られた測定1ftを刷いた。サイトグラム上には3種類の細胞集団が認め
られ，それぞれの集凶の分画比率はNE-8000でりられたリンパ球、単球，頼粒球の核比率と有意の相関関係
(r=0.924. r=O. 668.r=0. 827)を示した。網白血球では，全瓜Iをプロフラビンで染色後.フローサイトメト
1) -Epics Elite(コールター)により測定を行い成熟悲血球と綱本血球の識別をサイトグラム 1-で行った。
(n=20)。得られた網赤血球比率を門動綱赤向球分類装置であるた3000(東亜)の測定値と比較したとこ
ろ，両者の問には有志の相関関係 (r=0_984)が認められたの以上の結束からプロフラビン染色法は，蛍光
顕微鏡下での白血球の形態学的分類と網赤血球の同定を同時に行いうることが不されたc さらに，フロー
サイトメトリーによる測定で求められた向血球張分類値および制赤血球比率は，従来の自動血球計数機に
よる測定値と有意の相関関係を不すことが明らかとなった。今回行われたプロフラビンを用いた細胞分析
法は. i"E倣:↑生を顕微鏡的方法・で確立した分析法として自動血球分類に対して新しい道を開くものであり今
後臨床検査学的実用が大いに期待される。
よって本研究者は博士(医学)の学位を綬与されるに値するものと判定されたの
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